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Fig. 1-2 Chemical structure of PLGA 
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用されている Ceramir®（Doxa Dental, Inc., Uppsala, Sweden）を購入した。 
 
2-2.2 msp の調製 
 msp は O/W エマルション水中乾燥法により調製を行った。Fig. 2-1 にフローチ
ャートを示す。SMV:PLGA=1:50（質量比）となるように、10 mg の SMV と 500 
mg の PLGA を 3 mL の DCM に添加し、油相を得た。次に、ホモジナイザー（PT 
3100; Polytron, Kinematica AG, Luzern, Switzerland）を用いて 0.25 % PVA 水溶液
300 mL（外水相）を 10,000 rpm で高速撹拌しながら、ガラス製シリンジを用い
て油相を添加した。室温下で、プロペラ撹拌機（SMT-101; As One Co., Ltd., Osaka, 
Japan）を用いて、溶液を 350 rpm で 6 時間撹拌し、DCM を揮発させることで
msp 分散液を得た。msp 分散液を遠心し（6,000 rpm, 5 min; CF15RXⅡ; Hitachi, 
Tokyo, Japan）、水による洗浄を 3 回行った。凍結乾燥機 FD-1（Tokyorikakikai, 














Fig. 2-1 The flowchart of msp preparation.  
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2-2.3 msp の物性評価 
 msp の粒子形態を、走査型電子顕微鏡（Scanning Electron Microscope: SEM, 
S-4300; Hitachi High Technology, Tokyo, Japan）を用いて観察・撮影した。得られ
た画像から 100 個の粒子のフェレー径を測定し、粒度分布を得た後、平均粒子
径を算出した。 










Table. 2-1 HPLC conditions for determination of SMV 
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2-2.4 msp/Calcium-aluminate 骨セメント複合体の調製 
 2.2-2 で得られた msp（500 μg の SMV を含む）と Calcium-aluminate 骨セメン
ト原料を、質量比 1:5 となるように量り取り、1 mL のミリ Q 水を添加後、乳鉢
で 3 分間撹拌した。その後、サンプルをインキュベーター（MIR-154, Sanyo, Osaka, 
Japan）に入れ、37℃で 24 時間静置した。これを msp/Calcium-aluminate 骨セメン
ト複合体とした。また、コントロールとして、SMV 原末を Calcium-aluminate 骨
セメント原料に直接混合し、SMV/Calcium-aluminate 骨セメント混合体を調製し













Fig. 2-2 The flowchart of preparation of Calcium-aluminate complex. 
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2-2.5 擬似体液（Simulated body fluid: SBF）の調製方法 





 700 mL の蒸留水を撹拌しながら 36.5℃に保った。この蒸留水に順番に、NaCl 
7.996 g、NaHCO3 0.350 g、KCl 0.224 g、K2HPO4・3H2O 0.228 g、MgCl2・6H2O 0.305 
g、1M-HCl 40 mL、 CaCl2 0.278 g、Na2SO4 0.071 g、（CH2OH）3CNH2 6.057 g を
蒸留水に溶解させ、溶液の pH を 7.4 に調整した。この液を 1,000 mL のメスフラ
スコに移し、元のビーカーを蒸留水で十分に洗浄し、洗液をメスフラスコ内の
液に加えた。メスフラスコ内の液に蒸留水を少しずつ加え、1,000 mL とした。
メスフラスコを振とうし、液を十分混合し、これを SBF とした。 
 
 
Table 2-2 The composition of SBF and human plasma (µM) 
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2-2.6  msp 及 び SMV/Calcium-aluminate 骨 セ メ ン ト 混 合 体 、
msp/Calcium-aluminate 骨セメント複合体の SBF 中における SMV 放出試験 
 msp 及び SMV/Calcium-aluminate 骨セメント混合体、msp/Calcium-aluminate 骨
セメント複合体（SMV 量として 1 mg 含有する製剤量）をそれぞれ透析膜
（Spectra/Pore membranes; MWCO 12,000-14,000）内に入れた。透析膜に入れたサ
ンプルをビーカーに入れた 500 ml の SBF に浮かべ、そのビーカーを恒温槽
（KS-1; As One Co., Ltd., Osaka, Japan）に入れ、サンプルを撹拌した（37℃、300 
rpm）。試験開始 1、2、3、5、7、14、21、28 日後に溶出液を 1 mL 採取し、0.45 
μm のメンブレンフィルターを用いてろ過後、等量のアセトニトリルを加えて希






















 20週齢のNew Zealand White Rabbitを使用した。本検討で実施した動物実験は、





剥離した後、注水下で直径 8 mm の円柱状骨欠損を 4 か所形成し、骨欠損内部に
各試料を Fig. 2-3 のように埋入した。皮膚および骨膜を旧位に復した後、縫合し
た。埋入 6 週後にウサギを安楽死させた。ウサギの頭蓋骨欠損部を周囲骨組織
と一塊にして採取し、4%パラホルムアルデヒド溶液中に 24 時間静置することで
組織固定を行った。試料数はそれぞれの条件で n = 6 とした。 
Fig. 2-3 Surgical procedures. A flap was raised and four bone defects of 8 mm 
were created [(A) and (B)]. The defects were filled with bone cement according to 
the group. The control group defects were left unfilled (C). 
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2-2.7-3 マイクロ CT 画像による切片試料の撮影 
 マイクロ CT（MCT-CB130F; Hitachi Medico, Tokyo, Japan)）により切片画
像の断面図を観察した。撮影条件は、管電圧：60 kV、管電流：100 mA、20 μm
スライスに設定し、周囲の既存骨を含む範囲で撮影を行った。3D 画像構築には
ImageJ software（National Institutes of Health, USA）を使用し、水平方向、矢状方




水処理を行い、レジン包埋した。レジン包埋した検体を 30 μm の厚さで薄切に
し、レジンブロックを作製した。このレジンブロックはトルイジンブルー
（Sigma-Aldrich, St. Louis, USA）により染色を施し、光学顕微鏡（Eclipse 
ME600; Nikon, Tokyo, Japan）を用いて撮影した。 
 
2-2.8 統計処理方法 
 データは平均 ± 標準誤差（Mean ± SEM）で示した。各データの統計処理は、














2-3.1 PLGA 粒子（msp）の物性評価 
 Fig. 2-4 に msp の SEM 画像を示した。得られた msp は球形で、表面が滑らか
なマイクロサイズの粒子であった。また、SEM 写真から 100 個の粒子を無作為
に選択し、フェレー径を測定し、粒度分布を得た（Fig. 2-5）。平均粒子径を測定












Fig. 2- 4 The scanning electron microscope image of msp. 














































Particle size (μm) 
Fig. 2-5 Size distribution of msp 
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2-3.2 SBF 中における SMV 放出試験 
 疑似体液である SBF 中における SMV 放出試験の結果を Fig. 2-6 に示す。msp
は初期バーストすることなく、約 1 カ月にわたり SMV を放出することを確認し
た。さらに、msp/Calcium-aluminate 骨セメント複合体からの SMV 放出は約 1 カ
月 に わ た り 持 続 的 に SMV 放 出 す る こ と を 確 認 し た 。 一 方 、






Fig. 2-6 In vitro release profile of msp, SMV/Calcum-aluminate complex, and 
msp/Calcium-aluminate composite using SBF as dissolution medium (n = 5). 
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2-3.3 マイクロ CT 画像の所見  
 Fig. 2-7 に移植 6 週間後のマイクロ CT 画像を示す。 sham 群や、
Calcium-aluminate 骨セメントは、欠損部の端から新生骨が形成していることが
確認できたが、隙間があり、十分に骨形成していなかった。一方、msp／








Fig. 2-7 The three dimensionally reconstructed CT image of the four groups. 
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2-3.4 組織学的解析 









骨セメント及び Composite 1、Composite 2 のセメント表面と骨組織の癒着が観察
された（Fig. 2-8f）。 
 
Fig. 2-8 Histological images at 6 weeks, (A) no augmentation, (B) calcium 
aluminate cement, (C) calcium aluminate cement with 0.7 ng SMV, and (D) calcium 
aluminate cement with 0.07 ng SMV. (E) and (F) are the high magnification images of 
the yellow dotted lines of (C) and (D). 
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2-3.5 新生骨形成率 
 Fig. 2-9 に新生骨形成率の結果を示す。Calcium-aluminate 処理群及び SMV 含
有量を 0.7 ng とした Composite 1 群及び 0.07 ng の Composite 2 群は、sham 群と
比較し、新生骨形成率は有意に高かった。また、ポジティブコントロールであ
る Calcium-aluminate 骨セメント処理群に対し、Composite 1 群及び Composite 2






Fig. 2-9 Percentage of new bone formation in 6 weeks. The data represents the mean 
± SEM (n=6, *P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0.001, compared with calcium-aluminate). 
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2-4 考察 
本検討では、近年骨形成作用が報告されている SMV に注目し、SMV を持続
的に骨欠損部位に送達・作用させることができる DDS 技術として、徐放性を有
し生体親和性・生体分解性をもつ PLGA を薬物キャリアとして選択した。さら
に実用性を高めるため、SMV 封入 PLGA マイクロ粒子（本章では msp と呼称し
ている）を Calcium-aluminate 骨セメントに混合した、新規 SMV 徐放性
Calcium-aluminate 骨セメント複合体（本章では msp/Calcium-aluminate 骨セメン
ト複合体と呼称している）の開発を行った。msp/Calcium-aluminate 骨セメント複
合体からの SMV 放出挙動は、msp からの SMV 放出同様約 1 ヵ月間の徐放性を
示した。骨セメントは、強度を担保するだけでなく、PLGA の分解により生じる
酸性産物を中和する作用を有しており、msp/Calcium-aluminate 骨セメント複合体
は、合理的な DDS デバイスであると考えられる。 
 また、in vivo 実験で作製したウサギ頭蓋冠欠損モデルにおいて、マイクロ CT
画像の結果より、 Calcium-aluminate 骨セメント単独処理群よりも、
msp/Calcium-aluminate 骨セメント複合体は、有意に新生骨形成を促進した。。た
だし、本研究ではコントロールとして msp 単独で欠損部に移植した msp 処理群
を設定していない。ウサギ頭蓋冠欠損モデルを用いた多くの先行研究において、
徐放性を有する PLGA 粒子を足場であるゲルや骨セメントと混合し、sham や陰
性対照としてその足場と比較している。この理由に欠損部のサイズが大きく、
粉体である PLGA 粒子を欠損部で十分に保持できないことが考えられるため、










 SMV を封入した PLGA マイクロスフェアである msp は、SBF を用いた in vitro
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第 3 章 SMV 封入 PLGA 粒子の放出挙動の違いが骨形成能に与える影響 
 
3-1 緒言 
















とは、形成された PLGA 粒子の特性を知る上で重要である。 
 次に本検討では、マトリクス型製剤の薬物放出の数式モデルのひとつとして
知られる、Korsmeyer-Peppas モデルを用いて msp と nsp の放出挙動を解析した。
Korsmeyer と Peppas らは、シンク条件で行ったときの、時間 t における薬物放出




3-1 のように式の指数 n を用いて表される。 
30 
 指数 n が 0.43 のとき、薬物放出はフィック型拡散に従い、時間に依存した放
出速度であることを表す。 
指数 n が 0.43 < n < 0.85 のときは、薬物伝達は変則的で、時間に依存した放出
速度であることを表す。 
指数 n が 0.85 のときは、薬物放出は、「Case-Ⅱ transport」と呼ばれており、
時間に依存しない定常的な薬物放出速度であることを表す。 
指数 n > 0.85 のとき、「Super Case-Ⅱ transport」と呼ばれ、長期間にわたり定
常的な薬物放出速度であることを表している。 
 さらに、骨欠損部における骨再生では、骨組織に分化する骨芽細胞の増殖・
分化が必要となる。そこで、本検討では、msp 及び nsp からの SMV 放出挙動が、
マウス由来骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1 の細胞増殖・分化に与える影響を、陽
性対照である SMV 処理群と比較し、検討した。 
Table 3-1 Korsmeyer-Peppas model 
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 最後に、ラット頭蓋冠欠損モデルを作製し、msp 及び nsp からの異なる SMV
放出メカニズムが与える新生骨形成への影響を検討した。 
 以上より、本検討では、msp と nsp の SMV 放出挙動を比較し、放出メカニズ




























 PLGA（乳酸・グリコール酸共重合比（75:25）, molecular weight, 15,000 – 30,000）





3-2.2 PLGA マイクロスフェア（msp）と PLGA ナノスフェア（nsp）の調製 
 msp は 2-2.2 と同様に調製を行った。nsp は O/W エマルション水中拡散法によ
り調製を行った。nsp の調製方法のフローチャートを Fig. 3-1 に示す。
SMV:PLGA=1:100（質量比）となるように SMV と PLGA を用いた。まず 100 mg
の PLGA を 10 mL のアセトンに添加して溶解後、さらに 1 mg の SMV をその溶
液に添加し油相を得た。この油相を出力 180 W の超音波洗浄機（US-4R; As One 
Co., Ltd., Osaka, Japan）内で 1 分間超音波処理をした。次に、10 mL の 2 % PVA
水溶液／エタノール混液（体積比 1:1。いわゆる外水相）にパスツールピペット
を用いて油相を添加した後、再び US-4R 内で 15 分間超音波処理をし、nsp 分散
液を得た。次に、nsp 分散液を遠心し（15,000 × g）、水による洗浄を 3 回行った。
凍結乾燥機 FD-1 を用いて 24 時間凍結乾燥することにより、nsp 粉末を得た。
















Fig. 3-1 The flowchart of nsp preparation. 
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3-2.3 各 PLGA 粒子（msp、nsp）の物性評価 
 3-2.2 において調製し得られた msp の粒子形態を、2-2.3 と同様に SEM を用い
て観察・撮影した。得られた画像より、100 個の粒子のフェレー径を測定し、粒
度分布を得た後、平均粒子径を算出した。nsp は、動的光散乱（DLS）法（Zetasizer 
Nano-S; Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, UK）により、粒度分布と平均粒
子径を得た。msp と nsp の封入率は 2-2.3 と同じ条件を用い、HPLC を用いて測
定した。 
 
3-2.4 各 PLGA 粒子（msp、nsp）の PBS 中における SMV 放出試験 
msp 及び nsp（SMV 量として 1 mg 含有する製剤量）をそれぞれ透析膜
（Spectra/Pore membranes; MWCO 12,000-14,000）内に入れた。透析膜に入れたサ
ンプルをビーカーに入れた 500 ml のリン酸緩衝生理食塩水（PBS）に浮かべ、
そのビーカーを恒温槽（KS-1; As One Co., Ltd., Osaka, Japan）に入れ、サンプル
を撹拌した（37℃、300 rpm）。msp のサンプルの場合は、試験開始 1、2、3、5、
7、14、21、28 日後に溶出液を 1 mL 採取し、0.45 μm のメンブレンフィルター
を用いてろ過後、等量のアセトニトリルを加えて希釈したものを試料溶液とし
た。また、nsp のサンプルの場合は、試験開始 1、3、6、12、24、48、72、96、
120 時間後に、msp と同様の処理を行った。調製した試料溶液中の SMV は、2-2.3
と同じ条件を用い、HPLC を用いて測定した。 
 
3-2.5 Korsmeyer-Peppas モデルによる放出挙動の解析方法 
 3-2.4 で得られた msp と nsp の放出挙動の結果をもとに、Korsmeyer-Peppas モ
デルの文献に従い、SMV 放出率がそれぞれ 60%に到達するまでの放出挙動のデ
ータを用いて解析した。Mt/M∞ = Kt
nの両辺の対数をとると、ln(Mt/M∞) = lnK + 
n・lnt となる。ln(Mt/M∞)を縦軸、lnt を横軸としてグラフを作成し、その傾きか





 マウス由来骨芽細胞様細胞株MC3T3-E1細胞は、American Type Culture 
Collection（ATCC; Manassas, VA, USA）から入手した。細胞は，10% (v/v) FBS
（Biowest, Nuaille, France）、1% (v/v) ペニシリン・ストレプトマイシン（和光純
薬工業株式会社, Osaka, Japan）を含むα-MEM（和光純薬工業株式会社, Osaka, 
Japan）中で培養を行った。細胞は37℃、5% CO2環境下で培養を行った。 
 
3-2.7 WST-8 アッセイ 
 細胞増殖能力を評価するために、WST-8 アッセイキット（Cell Counting Kit-8, 
Dojindo, Kumamoto, Japan）を使用した。まず、5 × 103 cell/well となるように
MC3T3-E1 細胞を 96-ウェルプレートに播種した。24 時間後、SMV 含有量が 1 
µM/well となるように msp と nsp を細胞に添加し、1、2、3、もしくは 4 週間培
養した。ポジティブコントロールとして SMV 原末を用い、1 µM/well となるよ
うに α-MEM 中に添加した。培地は週 5 日交換した。次に、各ウェルに 10 μL の
WST-8 溶液を添加し、インキュベーター内で 4 時間静置した。細胞増殖は、450 
nm における吸光度をマイクロプレートリーダー（Wallac 4000 ARVO multi-label 
counter; PerkinElmer, MA, USA）を用いて測定した。 
 
3-2.8 アルカリホスファターゼ（ALP）活性 
 ALP 活性を評価するために、TRACP & ALP double-stain kit（Takara Bio Inc., 
Ohtsu, Japan）を使用した。まず、5 × 103 cell/well となるように MC3T3-E1 細胞
を 96-ウェルプレートに播種した。24 時間後、SMV 含有量が 1 µM/well となる
ように msp と nsp を細胞に添加し、1、2、もしくは 3 週間培養した。ポジティ
ブコントロールとして SMV 原末を用い、1 µM/well となるように α-MEM 中に添
加した。培地は週 5 日交換した。次に、各ウェルに反応基質である p-NPP 溶液
を 5 μL 添加し、37℃インキュベーター内で 60 分間静置した。その後、0.5N NaOH
を各ウェルに 5 μL ずつ加え、反応を停止させた。ALP 活性は、405 nm における
吸光度をマイクロプレートリーダー（Wallac 4000 ARVO multi-label counter; 
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した。その後、頭頂部を切開し、骨膜を剥離後、注水下で直径 5 mm、厚さ 0.5 mm
の円柱状骨欠損を 2か所形成した。6匹のラットの骨欠損内部に各試料を Fig. 3-2
のように埋入した。また、コントロールとして、ラットの 2 か所の欠損部を作




















Fig. 3-2 The photos of surgical procedures in rat calvarial defects model. A flap was 
raised and two bone defects of 5 mm in diameter were created and the defects were 
filled with msp and nsp. The control group defects were left unfilled. 
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3-2.9-3 マイクロ CT 画像を用いた新生骨形成評価方法 
 3-2.9-2 で作成したレジンブロックを、マイクロ X 線 CT（SkyScan 1176, Bruker 
Micro-CT; Kontich, Belgium）を用いて撮影した。骨欠損解析ソフト（Data Viewer, 




 データは平均 ± 標準誤差（Mean ± SEM）で表した。各データの統計処理は、
a one-way analysis of variance （ANOVA）を用いて分散分析を行った後、細胞増
殖試験と ALP 活性評価を Dunnett 法により統計処理を行った。一方で、in vivo




















3-3.1 PLGA 粒子（msp、nsp）の物性評価 
 Fig. 3-3 に msp と nsp の SEM 画像を示した。msp と nsp の粒度分布は Fig. 3-4
に示したようになり、平均粒子径はそれぞれ、約 24 µm、約 300 nmであった（Table 




























Table 3-2 Characterization of msp and nsp. 
(A) (B) 
Fig. 3-4 Size distribution of msp (A) and nsp (B). 
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3-3.2 各 PLGA 粒子（msp、nsp）の PBS 中における放出挙動 
 PBS 中における各 PLGA 粒子の放出挙動を Fig. 3-5 に示す。msp は、第 2 章の
SBF 中における放出挙動と異なり、初期放出率が高くなった。この理由として、
用いた PLGA の分子量の違いが考えられる。第 2 章では、分子量の大きい PLGA
（66,000-10,5000）を用いたのに対し、本検討では nsp 調製に最適な分子量が小
さい PLGA（15,000-30,000）を用いた。分子量が小さい PLGA は初期バースティ
ングすることが知られているため、第 2 章の msp と異なり、初期放出率が高く
なったものと考えられる。msp は、約 1 カ月にわたって持続的な SMV 放出を示
した。一方、nsp は SMV を 1 日以内に約 60%放出しており、短時間における高
い初期放出率を示した。本研究で調製した nsp の単位体積当たりの比表面積は
msp より約 60 倍以上であり、比表面積の増大が高い初期放出率に寄与したと考
えられる。 
 
Fig. 3-5 The release profile of SMV from msp and nsp. Each value represents the 
mean ± SEM (n=3). 
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3-3.3 各 PLGA 粒子（msp、nsp）の放出機構の解明 
 前項から得られた、msp、nsp の放出挙動の結果を用いて、Korsmeyer-Peppas
モデルを用いて解析したところ、良好にフィットすることを確認した（Fig. 3-6、
Table 3-3）。また、msp と nsp の指数 n の値はそれぞれ約 1 と約 0.5 を示した（Table 
3-3）。このことから、msp はモデルの中でも、Super Case-Ⅱ輸送を示し、一方で、
nsp は non-Fickian 輸送であることが示唆された（Table 3-1 を参照）。ただし、msp
は SMV と PLGA のマトリックスの膨潤層において、PLGA の緩和速度が放出の
律速段階となり、見かけ上時間に依存せず定常的な薬物放出速度であることを
表した（Fig. 3-6A）。nsp は Fick 型拡散と Case-Ⅱ輸送の両方が寄与しており、薬
物放出が変則的で、時間に依存した放出速度であることが示唆された。以上よ






































Fig. 3-6 Representative release plots obtained by fitting experimental release data 




3-3.4 各 PLGA 粒子（msp、nsp）がマウス由来骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1
細胞の増殖に与える影響 
 msp および nsp が、MC3T3-E1 細胞の細胞増殖に与える影響について、WST-8
アッセイを用いて評価した（Fig. 3-7）。培養後 1 週間目の時点では、Control 群
と比較し、SMV 処理群と msp 処理群は、有意な細胞増殖を示した。これらの細
胞増殖は培養後 2 週間の時点において認められず、一過性の細胞増殖であるこ








Fig. 3-7 Influence of msp and nsp on cell proliferation on MC3T3-E1 cells. The data 
represents the mean ± SEM (n=3, **P <0.01, ***P < 0.001, compared with control). 
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3-3.5 各 PLGA 粒子（msp、nsp）が MC3T3-E1 細胞の分化能に与える影響 
 msp と nsp が MC3T3-E1 細胞に与える分化能への影響を評価するために、骨
分化マーカーのひとつである ALP 活性の評価を行った（Fig. 3-8）。培養後 2 週
間目の時点では、Control 群と比較し、ポジティブコントロールである SMV 処








Fig. 3-8 Influence of msp and nsp on ALP activity on MC3T3-E1 cells. The data 
represents the mean ± SEM (n=3, *P < 0.05, ***P < 0.001, compared with control). 
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3-3.6 ラット頭蓋冠欠損モデルにおける新生骨形成増加率の評価 
 msp と nsp が骨形成への与える影響を検討するために、ラット頭蓋冠欠損モデ
ルを作成して、新生骨形成率を測定した。欠損部に各製剤を埋入し、埋入 4 週
間後に頭蓋冠の切片試料を作成し、マイクロ CT により撮影後、画像解析により
骨形成効果を評価した（Fig. 3-9（A, B））。マイクロ CT 画像から、sham 群では、
新生骨形成はほとんど観察されなかった。また、msp 処理群及び nsp 処理群では
新生骨形成が欠損部の端側から伸展していることが確認された。画像解析によ
る定量評価の結果、手術 4 週間後において、msp 処理群の欠損体積に対する新









Fig. 3-9 Born generation effect of msp and nsp in vivo. Micro-CT images of msp and 
nsp group tested (A) and untreated (B), and the quantification (C) after 4 weeks. The 
data represents the mean ± SEM (n=6, *P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0.001). 
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3-4 考察 
 SMV は骨芽細胞様細胞株である MC3T3-E1 細胞の増殖・分化を促進すること
が報告されている[6, 7]。本研究では、薬物キャリアとして長期徐放性の msp と、
msp と比較して徐放期間の少ない nsp を比較し、放出挙動の異なる 2 つのキャリ
アが、骨形成にどのように影響を与えるのか、MC3T3-E1 細胞株による in vitro
実験および、ラット頭蓋冠を用いた in vivo 実験を用い、検討を行った。msp は
SMV と同様、MC3T3-E1 細胞の増殖・分化を有意に促進していることが in vitro
実験で示唆された。さらに、msp は in vivo 実験によって、control および、nsp
と比較し、有意に骨形成効果があることが示された。このことから、msp は骨
形成において有力なキャリアとして優れていることが示唆された。今回は、残
念ながら、SMV と msp を比較した in vivo 実験を行っておらず、SMV に対する
msp の有用性を示すに至っていない。一方、nsp は細胞増殖が抑制されているこ
とが in vitro 実験で示唆された。Meyer らは PLGA の分解産物である乳酸とグリ
コール酸が in vitro 試験で骨芽細胞の増殖・分化を抑制する可能性があることを
以前に報告している[8]。nsp による MC3T3-E1 細胞の細胞増殖の低下の原因と
して、1) nsp は封入率が低く、見かけの PLGA 量が多くなったこと、さらに 2) nsp
は比表面積が大きいため、分解が速くなることから、PLGA の酸性分解物の濃度
が高くなることが、影響したと考えられる。培養 1 週間後及び 2 週間後におけ
る nsp の ALP 活性評価の結果から、nsp 処理群はコントロール群と有意差がな
く、同等の ALP 活性であった。これは、酸性分解産物の MC3T3-E1 細胞に対す
る細胞活性に与える抑制効果を、SMV が打ち消したことが原因として考えられ
る。in vivo 実験においては、msp 処理群と nsp 処理群の骨形成効果を確認し、さ
らに nsp処理群よりも msp処理群の方が、骨形成効果が大きいことを確認した。
Garrett らは、in vitro 試験においてマウス由来間葉系細胞である 2T3 細胞に対す
る各種スタチンの骨形成を促進する有効濃度を検討し、SMV は 0.1-10 µM であ
ることを報告している[9]。定常的な SMV 放出速度を有する msp は、骨芽細胞
及び骨組織の周囲において設定した SMV の有効濃度（約 1 μM）を長期間に渡





ついて in vitro 及び in vivo 実験で検討したが、今後は他の分化・毒性・炎症マー


























 持続的に SMV を放出することができる msp は、in vitro において骨芽細胞の
分化を促進し、in vivo においても新生骨形成を促進したことから、局所におけ
る持続的な SMV 放出が、骨の修復力を高め、骨再生に有利な環境を作り出して
いることが示唆された。一方で、nsp は in vitro において、培地内の濃度が酸性
に傾き骨芽細胞の増殖・分化を妨げる結果となったこと、また in vivo 実験にお
いて手術 4 週間後において msp よりも新生骨形成が優れなかったことから、msp
の方が骨再生に適していることが示唆される。以上より、骨再生過程が重要な
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る SMV をコントロールドリリースし、その SMV 放出特性が骨再生に与える影
響を検討した。本研究で調製した msp/Calcium-aluminate 骨セメント複合体は、
約 1 カ月にわたり SMV を徐放することが可能であった。また、自然閉鎖不可能
な直径 8 mm のウサギ頭蓋冠欠損モデルにおいて、Calcium-aluminate 骨セメント









放出特性が細胞増殖能と分化能に与える影響を検討した。nsp からの約 5 日程度
の SMV 放出は、MC3T3-E1 細胞の細胞増殖・分化能力を高めることができなか
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